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パク質複合体であり、4 種類のヒストン H2A,	 H2B,	 H3,	 H4 が各 2 分子会合したヒスト
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はヒストンアセチル化酵素（HAT	 :	 histone	 acetyltransferase）とヒストン脱アセチ
ル化酵素（HDAC	 :	 hisotne	 deacetylase）との間の拮抗的な修飾作用により、常に可逆













ル基の数が 1 個（モノメチル	 :	 me1）、2 個（ジメチル	 :	 me2）または 3 個（トリメチ
ル	 :	 me3）の 3 通りの状態がある。これまでにヒストン H3 の 4,	 9,	 27,	 36,	 76 番目リ












	 H3K9me2,	 me3 はヘテロクロマチンの形成に関わる、転写抑制のマークである。H3K9me2
と me3 は抑制遺伝子付近（±10kb）に主に位置する。特に H3K9me3 はヘテロクロマチン
タンパク質 HP1 のクロマチンへの蓄積を誘導し、ヘテロクロマチンの形成・維持に関与









それぞれの修飾が遺伝子の発現調節に特異な役割を持つことが示唆される 11（図 1-2B）。	 
	 
1-4	 ヒストンメチル化修飾酵素	 
ヒストンリジン残基のメチル化レベルは、ヒストンリジンメチル化酵素（KMT	 :	 Lysine	 
methyltransferases）とヒストンリジン脱メチル化酵素（KDM	 :	 Lysine	 demethylases）
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によって可逆的な調節を受ける。ヒストンリジンの修飾酵素は、まずメチル化酵素が先
に発見された。2000 年に SUV39H1 が H3K9 の最初のメチル化酵素として報告され 12、そ
の後 G9a13,	 GLP14,	 ESET15など次々と新たなメチル化酵素同定された。一方、脱メチル
化酵素ついては、リジン残基のメチル化が化学的に強固な修飾であることから、その存
在を疑問視するする声が多かった。しかし 2004 年に最初のヒストン脱メチル化酵素が
報告され、現在では 1)LSD ファミリーまたは 2)Jumonji ファミリーに属する分子を合わ
せて、約 20 種類のヒストン脱メチル化酵素が確認されている。	 
1)	 LSD 脱メチル化酵素ファミリー	 :	 2004 年に最初のヒストン脱メチル化酵素として
LSD1	 (Lysine-specific	 demethylase1,	 別名 KDM1A)が発見された 16。LSD1 は H3K4me1,	 
me2 と H3K9me1,	 me2 の脱メチル化反応を触媒する。一方、もう一つの LSD 脱メチル化
酵素ファミリーの分子である LSD2 は H3K4me1,	 me2 のみを脱メチル化するとされる 17。
LSD1 と LSD2 は共に、補酵素の一種である FAD(Flavin	 adenine	 dinucleotide)依存的な
アミノ基の酸化反応を介して、リジン残基の脱メチル化を触媒する（図 1-3）。	 
2)	 Jumonji 脱メチル化酵素ファミリー	 :	 2006 年に第 2 の脱メチル化酵素ファミリーと
して、JmjC ドメインを活性ドメインとしてもつ Jumonji ファミリーが報告された。最
初に FBXL11（別名 KDM2A）が H3K36me1,	 me2 の脱メチル化酵素として報告され 18、その
後 JmjC ドメインをもつ同ファミリー分子が次々と報告された。現在では Jumonji ファ
ミリーメンバーとして 30 種類が同定され、これらは各分子間のホモロジーにより約７







1-5	 ヒストン脱メチル化酵素 JMJD1 ファミリー	 
 8 
JmjC ドメインが脱メチル化反応の触媒ドメインであることが判明して間もなく、
Jumonji ファミリーにおける 2 番目のサブファミリーとして、JMJD1	 (別名 KDM3)ファミ
リーが同定された 20。JMJD1 ファミリー分子は H3K9me1,	 me2 に対する脱メチル化酵素
活性をもつことから、遺伝子の発現を正に制御する役割をもつと考えられる。JMJD1 フ
ァミリーは JMJD1A（別名 KDM3A,TSGA）、JMJD1B（別名 KDM3B）と JMJD1C（別名 TRIP8）
の 3 つのファミリー分子から構成される（図 1-5）。共通するタンパク質構造として、
C6-type	 Zinc	 Finger モチーフ（H3K9 脱メチル化酵素活性に必要）と LXXL モチーフ（核
内受容体との結合が示唆される）を JmjC ドメインの N 末端側にもつ。	 
	 JMJD1A は、マウス精巣 cDNA ライブラリーにおいて特異的に発現する遺伝子 TSGA
（Testis-specific	 gene	 A）として同定された。その後、H3K9 の脱メチル化酵素活性
をもつことと、核内アンドロゲン受容体と結合しアンドロゲン応答性遺伝子の発現を制





大腸癌 26、前立腺癌 27、腎細胞癌 28と肝細胞癌 29において JMJD1A が高発現することが
報告されている。	 
	 JMJD1B は、ヒト骨髄性白血病の一種である 5q-症候群おいて頻繁に欠損が観察される
第 5 染色体の q31-33 領域に位置する原因候補遺伝子として報告された 30。JMJD1B は相
同分子である JMJD1A と同様に H3K9me1,	 me2 に対する脱メチル化酵素活性を持つことが
確認されている。	 
	 JMJD1C は最初、酵母ツーハイブリッドスクリーニングにより甲状腺ホルモン受容体
結合タンパク質 TRIP8(thyroid	 receptor	 interacting	 protein	 8)として同定された 31。
その後、in	 slico解析によりTRIP8が JmjCドメインを持つことが明らかになり 32、JMJD1











	 精巣の中には、精子形成の場である精細管とよばれる直径数百 µm の管が幾重にも折
り畳まれた状態で詰まっている。精細管内で作られた精子は管の中を流れていき、精巣
に隣接する精巣上体の中で成熟し、貯蔵される（図 1-6A）。	 
























	 基底膜上に位置する未分化精原細胞の中には、生殖細胞の供給源となる 1 個の精原幹
細胞 A-single	 (As)型精原細胞が含まれる。As 型細胞は自己複製による幹細胞の維持、




は分化を抑制する転写抑制因子として PLZF を発現する 39,40（図 1-6D）。	 
	 Aal 型の未分化細胞は、次の分化段階として分化型の精原細胞 A1 となる。これ以降
の体細胞分裂のタイミングは厳密に制御されており 1 サイクルにつき約 30 時間で進行
する。分化型精原細胞はA1→A2→A3→A4→In→Bと分化し合計5回の体細胞分裂を行う。	 
	 B 型精原細胞で体細胞分裂は停止し、次に減数分裂のステージへと移行する。B 型精
原細胞は成長・分化して第一精母細胞となる。その後、第一分裂と第二分裂の 2 回の減




1)	 レプトテン期	 :	 染色体が細い染色質の糸として見える。	 
2)	 ザイゴテン期	 :	 相同染色体が対になって接着する。	 














胞が出現し、生後 15 日頃にはパキテン期精母細胞が観察されるようになる。生後 18-20
日齢の間で、減数分裂を完了した精母細胞が出現する。生後 28 日には伸長精子細胞が
観察され、生後 35 日には分化を完了した成熟精子が出現する。	 
	 
1-9	 精子形成と性ホルモン	 
精子の形成は、間脳視床下部	 ‒	 脳下垂体	 ‒	 精巣からなる性ホルモンの分泌系によって
制御される 43。間脳視床下部は GnRH	 (性腺刺激ホルモン分泌ホルモン)を放出すること
で脳下垂体を刺激し、脳下垂体は性腺刺激ホルモンであるLH	 (黄体刺激ホルモン)と FSH	 
(卵胞刺激ホルモン)を放出することで精巣に男性ホルモンの分泌を促す。精巣において、
LH はライディッヒ細胞を刺激することで男性ホルモン	 (テストステロン)の合成・分泌






ファミリー分子の 1 つである JMJD1C に注目してその生理的な機能解明を目指した。	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第二章	 実験結果  
 
2-1	 マウス成体における JMJD1C の発現  
	 生体における JMJD1Cの発現を明らかにする目的で、成体マウスの各組織を用いて、
JMJD1Cに対するウェスタンブロッティングまたは組織免疫染色を行った。 
	 最初に、ES 細胞 (TT2 細胞株)、野生型の胎仔線維芽細胞 (MEF)と 2 ヶ月齢の野生
型マウスの各組織から抽出したWhole cell lysateを用いて JMJD1Cに対するウェスタ
ンブロッディングを行い、JMJD1C の各組織における発現を検討した（図 2-1,A）。ネ
ガティブコントロールとして、後述する Jmjd1c 遺伝子欠損マウスの組織から抽出した













2-2	 JMJD1C の精巣における発現の詳細な解析  
	 精巣において特徴的な JMJD1C の発現を見いだしたことに加え、JMJDC のサブフ
ァミリー分子である JMJD1A は精巣に強く発現し正常な精子形成に必須であること
22,23から、精巣における JMJDCの発現と機能に注目し、詳細な解析を行うことにした。 
	 最初に、マウスの生後の成長に伴う JMJD1Cの発現パターンを検討した。生後 4日
から 90日までの間の野生型マウスの精巣から抽出したWhole cell lysateを用いて、ウ
ェスタンブロッティングにより JMJD1Cの発現を検出した（図 2-2, A）。生後 90日の
成体マウスでは前述通り 260kDと 280kDの 2本のバンドが観察された。一方、生後 4





した（図 2-2, B）。260kDの JMJD1Cの発現パターンは、未分化精原細胞のマーカー
として用いた PLZFの発現パターンに類似していた。一方、280kDの JMJD1Cの発現
パターンは、パキテン期精母細胞のマーカーとして用いた Calmeginの発現パターンと
強く一致した。この結果から、260kD の JMJD1C が未分化精原細胞に発現する一方、
280kDタンパク質がパキテン期精母細胞に発現する可能性が示唆された。 
	 JMJD1C に加えて、JMJD1C のサブファミリー分子である JMJD1A の発現も同時
に検出した（図 2-2, A）。JMJD1Aは生後 4日から 14日日の間はわずかに発現し、生
後 18日以降に発現量が急激に増加した。JMJD1Aはパキテン期精母細胞に最も強く発
現する 23。パキテン期精母細胞は生後 15日頃から出現するので、生後 14日から 18日
にかけて JMJDAの発現が増加することは既存の報告と合致する。この結果は、ファミ




	 マウスの JMJD1Cについて、オルタナティブ・エクソンに由来する 2種類のバリア
ントが報告されている（図 2-3, Aと B）。1つは Exon1と Exon2から転写される Long 
variantであり、これは 2530アミノ酸 (分子量 282kD)からなるタンパク質をコードす
る (NP_997104)。もう 1つは Exon1Bから転写される Short variantであり、これは
2350 アミノ酸 (分子量 261kD)のタンパク質をコードする（NP_001229325）。精巣に
おける Jmjd1c mRNAの short variantと long variantの発現を明らかにするために、
生後4日と60日の精巣から抽出した total RNAを用いて、short variantと long variant
の mRNA 発現量を定量的 RT-PCR 法により比較した（図 2-3, C）。その結果、Short 








































は約 0.4、ライディッヒ細胞における発現量は約 0.1であった（図 2-6, D）。 
 
	 JMJD1A と JMJD1C の精巣における発現パターンを比較するために、JMJD1A と


















交配により Jmjd1c -/-マウスの妊孕性の有無を確認した。雄の Jmjd1c -/-マウスを雌
の野生型マウスと交配したところ、雄の Jmjd1c -/-マウスは、3 ヶ月齢までは繁殖能
力を有し仔を得たが (8 匹中 7 匹)、3 ヶ月齢以降の全ての Jmjd1c -/-マウス雄個体で
は妊孕性が観察されなかった (8 匹中 0 匹)。この結果から、JMJD1C は雄の妊孕性の
維持に必要であることが明らかとなった。一方、雄の野生型マウスと雌の Jmjd1c -/-
マウスを交配したところ、雌の Jmjd1c -/-マウスは正常に妊娠・出産した。 
	 雄の Jmjd1c -/-マウスが早期に不妊を発症する原因を明らかにするために、精巣の
詳細な解析を進めた。まず、Jmjd1c -/-マウスの精巣の外見を観察した結果、1ヶ月齢
の Jmjd1c -/-の精巣はコントロールとの間に明らかな差はなかったが、8 ヶ月齢の
Jmjd1c -/-マウスの精巣はコントロールと比べて顕著に小さかった（図 2-10, A）。一方、
8 ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスの体の大きさや体重は、コンロトール群との間に差はな
かった（図 2-10, B）。次に、Jmjd1c -/-マウスの精巣重量を月齢ごとに測定した。結果、
コントロールの精巣は 4-6ヶ月齢で最大となり、その後少なくとも 12ヶ月齢までは重
量が維持されるのに対し、Jmjd1c -/-マウスの精巣は 4 ヶ月齢以降から加齢にともな
って徐々に重量が減少した（図 2-10, C）。 
	 Jmjd1c -/-マウスの精巣の萎縮の原因を明らかにするために、Jmjd1c -/-マウスの
精精巣上体と精巣の組織切片を、HE (ヘマトキシリン＆エオシン)染色によって組織学
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的に観察した。2 ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスの精巣上体と精巣に顕著な異常は観察さ





欠損を示す DDX4陰性の精細管がわずかに観察され、12ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスで
は DDX4陰性の精細管の数が顕著に増加した（図 2-12, A）。Jmjd1c -/-マウスの精巣
の 2ヶ月齢、4ヶ月齢と 8-12ヶ月齢における DDX4陰性の精細管の割合を定量した結
果、2ヶ月では~2%, 4ヶ月齢では約 5%, 8-12ヶ月齢では約 25%の精細管が DDX4陰性
であった。コントロールのマウス精巣では 2 ヶ月齢、4 ヶ月齢と 8-12 ヶ月齢の全ての
時期でDDX4陰性の精細管の割合は 2%以下であった（図 2-12, B）。これらの結果から、
Jmjd1c -/-マウスは加齢にともない徐々に生殖細胞が欠失することが明らかになった。 
 
2-4	 Jmjd1c -/-マウスの精巣では、加齢に伴い未分化な生殖細胞が欠損する  









胞数を検討した。まず Jmjd1c -/-マウスの精巣切片を TRA98（生殖細胞マーカー）と




胞の数を計測した（図 2-14, B）。その結果、１ヶ月齢においては Jmjd1c -/-マウスと
コントロールの PLZF 陽性細胞の数に有意な差は無かった（コントロール 3.2個/チュ
ーブ、Jmjd1c -/- 3.0個/チューブ）。しかし、10ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスの PLZF
陽性細胞数は、「変性した精細管」ではコントロールに対して 20%以下に減少し、加え
て「正常な精細管」でも約 60%に減少していた（コントロール 3.2個/チューブ、Jmjd1c 








	 最初に、 Jmjd1c -/-マウスの生殖細胞におけるアポトーシスを TUNEL法により検
出した。TUNEL陽性細胞を精細管内での位置と DAPI染色による核の形態に基づいて、
以下の 3つのグループに分類した。（図 2-15）。 
グループ a) 主に基底膜に位置する精原細胞からなる。その中には幹細胞野性質を持つ
未分化精原細胞が含まれる。 
グループ b) 主にパキテン期から二次精母細胞の間の分化段階の生殖細胞を含む 
グループ c) 主に精子細胞を含む 
2 ヶ月齢においては、いずれのグループにおいても Jmjd1c -/-とコントロールの間に
TUNEL陽性細胞の数に差はなかった。しかし、10ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスではコ
ントロールと比較して、TUNEL 陽性細胞の数がグループ a)では約 3 倍、グループ b)
では約 2倍に増加していた。一方、グループ c)では Jmjd1c -/-とコントロールの間に
 22 
差はなかった。 











2-6	 Jmjd1c を欠損しても血中テストステロンの濃度に変化はない  























1) 培養細胞における JMJD1Cの強制発現系と、2) Jmjd1c -/-マウスによる遺伝子の
機能欠損の 2 種類の実験系を用いて、JMJD1C のヒストンに対する脱メチル化酵素活
性の評価を行った。 
	 1)について、Flagタグを付加した JMJD1C（Flag-JMJD1C）をトランスフェクショ
ンにより 293T 細胞に強制発現させた。H3K9me1 および me2 に対する脱メチル化の
ポジティブコントロールとして、Flag タグを付加した JMJD1A（Flag-JMJD1A）ま
たは JMJD1B（Flag-JMJD1B）の強制発現も同時に行った。まず、Flag-JMJD1C, 
Flag-JMJD1A と FlagJMJD1B の 293T 細胞における発現量が同程度であることを、
Flagタグに対するウェスタンブロッティングにより確認した（図 2-18, A）。次に Flag
タグとヒストン H3K9me1, me2 または me3 に対する 2 重細胞免疫染色によって、各
Flag 付加タンパク質を強制発現した 293T 細胞におけるヒストン修飾の変化を観察し
た。その結果、Flag-JMJD1Aまたは Flag-JMJD1Bを強制発現した 293T細胞ではヒ
ストン H3K9m1 と me2 の脱メチル化が確認された（図 2-18, B と C）。しかし、
Flag-JHDM1Cを強制発現した 293T細胞ではヒストン H3K9me1と me2の修飾状態
に変化は見られなかった（図 2-18, D）。一方、ヒストン H3K9me3 については、
Flag-JMJD1C, Flag-JMJD1Aと Flag-JMJD1Bのいずれを強制発現させた細胞でも修









た。（図 2-19, 2-20, 2-21）さらに、JMJD1Cがヒストンの H3K9以外のリジン残基の
脱メチル化に機能する可能性を考慮し、Jmjd1c -/-マウスでその他のヒストンメチル化
修飾に変化があるかも調べた。JMJD1C が最も強く発現する未分化精原細胞に注目し
て、ヒストン H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K27me1, H3K27me2, H3K27me3, 
H3K36me1, H3K36me2, H4K20me1, H4K20me2および H4K20me3についてヒスト
ン修飾の変化があるかを検討したが、いずれの修飾においても Jmjd1c -/-とコントロ








を担う酵素として JmjC ドメインを触媒ドメインとしてもつ Jumomji ファミリーの存在
が明らかになった。現在までに約 20 種類の Jumonji ファミリーメンバーが同定されて
いる。しかし、その中で生理的な機能が明らかになっている分子はごく一部であり、ま
た酵素活性の有無が不確定な分子も多い。今回の研究で、筆者はまだその機能やヒスト
ン脱メチル化活性の有無が不明の Jumonji ファミリー分子の 1 つである JMJD1C に注目
して解析を行った。	 
	 
3-1	 JMJD1C の生体内おける発現パターンとその制御	 
	 マウス成体内における JMJD1Cの発現を検討した結果、ほぼ全ての臓器に分子量 260kD




かとなった。また、ライディッヒ細胞にも short	 variant が非常に弱く発現していた。
他の研究グループから JMJD1C は成体マウスのライディッヒ細胞にのみ強く発現すると
いう論文が報告されている 33。しかし、この論文中では野生型マウスを使った実験結果
しか示していない。一方、本研究では 1)	 Jmjd1c	 -/-マウスをネガティブコントロール
に用いながら慎重に発現パターンの解析を進めたことと,	 2)	 生殖細胞のみを欠損した
W/Wvマウスの精巣において JMJD1C はほとんど発現していなかったという事実から、精
巣において JMJD1C は主に生殖細胞に発現している可能性が高い。	 
	 
	 生後 4 日の精巣において、JMJD1C の long	 variant はタンパク質レベルでは発現しな
いが、mRNA レベルでは short	 variant よりも高い発現量を示した。この結果から、JMJD1C
 27 
の long	 variant は mRNA の転写だけではなく、翻訳後のタンパク質でも発現量の制御を
受けることが予想される。JMJD1C の long	 variant と short	 variant のアミノ酸配列を
比較すると long	 variant は N 末端側に約 180 アミノ酸からなる領域を余分に保持して
いる。この領域内に機能的なドメイン配列を見つけることはできなかったが、興味深い
ことに JMJD1C	 long	 variant の N 末端領域は JMJD1 ファミリー分子である JMJD1A の N
末端領域と高い相同性を有することを見いだした(図 3-1)。JMJD1A と JMJD1C の long	 
variant が共にパキテン期精母細胞に発現することを考えると、この N 末端領域内にタ
ンパク質をパキテン期特異的に発現させるのに必要なアミノ酸配列が含まれるのかも
しれない。	 例えば、Jumonji ファミリー分子の 1 つ Jmjd2a/KDM4A は、細胞周期を通し
て mRNA の発現量は比較的一定であるが、タンパク質の発現量はユビキチン-プロテアソ




3-2	 JMJD1C の生理的な機能	 
	 JMJD1C の生理的な機能を明らかにする目的で、Jmjd1c	 -/-マウスの作製と解析を行





	 精子形成に異常をきたす遺伝子欠損マウスは数多く報告されているが 48、Jmjd1c	 -/-
マウスのように加齢に伴って生殖細胞が消失する表現型の報告はごく少数である。その
中で 2 つの遺伝子の欠損マウスについて Jmjd1c	 -/-マウスとよく似た表現型が報告さ
れている。ひとつは Plzf	 (promyelocytic	 zinc-finger)欠損マウス 39,40で、もう一つ
が Gdnf	 (glial-	 cell-derived	 neurotrophic	 factor)のヘテロ欠損マウス 49である	 (ホ
 28 
モ欠損マウスは胎生致死)。PLZF は未分化精原細胞の分化を抑制する転写リプレッサー










	 JMJD1 ファミリーは JMJD1A,JMJD1B および JMJD1C の 3 つから構成される。Jmjd1a遺
伝子の欠損マウスの雄も不妊の表現型を呈することから 21-23、当初 JMJD1A と JMJD1C の
間の機能的な重複の可能性を考慮しながら研究を進めた。しかし、以下の 2 つの実験結
果を合わせて考えると、両者の生理的な機能は異なるようである。	 
1)	 精巣における発現の違い	 :	 JMJD1A はパキテン期精母細胞のみに発現する。一方
JMJD1C は未分化精原細胞で最も強く発現し、パキテン期精母細胞とライディッヒ細胞
でも弱く発現する。	 











に発現していることを考えると図 2-1,	 B）、JMJD1C が未分化な細胞で特異的に機能する
メカニズムがあるのかもしれない。	 
	 
3-3	 JMJD1C のヒストン脱メチル化活性の有無について	 
Jumonji ファミリー分子のなかで、JMJD1A と JMJD1B はヒストン H3K9 の me1 および me2
に対する脱メチル化活性をもつことから 20,52、同じ JMJD1 ファミリー分子である JMJD1C
もヒストン脱メチル化活性をもつことが予想された。最初に JMJD1C はヒストン脱メチ
ル化活性をもつとする報告がなされたが 33、その後、逆に JMJD1C は酵素活性をもたな
いとする複数の報告がなされたため 34,35、現在まで JMJD1C のヒストン脱メチル化活性
の有無は評価が定まっていなかった。そこで、筆者は 293T 細胞を用いた JMJD1C の強制
発現による gain	 of	 function の系と、Jmjd1c	 -/-マウスを用いた	 loss	 of	 function
の系の2つの実験系を用いてJMJD1Cのヒストン脱メチル化活性の有無を検証した。293T
細胞を用いた実験では、JMJD1A,	 JMJD1B または JMJD1C の強制発現を行い、それぞれの
酵素についてヒストン H3K9 に対する脱メチル化の酵素活性を検討した。その結果、
JMJD1A と JMJD1B はヒストン H3K9me1 と me2 に対する脱メチル化活性をもつが、JMJD1C




たないようである。JMJD1A,	 JMJD1B と JMJD1C の JmjC ドメインのアミノ酸配列を比較
すると、JMJD1A と JMJD1B の間では非常に良く保存されているのに対して、JMJD1C だけ


























質も脱メチル化する例は既にいくつか報告されている。例えば、H3K4 または H3K9 に対
するヒストン脱メチル化酵素である LSD1 は、p53 や Dnmt1 を脱メチル化する 53。また、






PRC2 との相互作用を介したヒストン H3K27 メチル化の促進により、細胞分化の運命決









後の課題であろう。具体的に実験としては、①JMJD1C 抗体を用いた ChIP-Sequence 法
により、JMJD1C のゲノム上の局在を同定する。②Jmjd1c	 -/-マウスの未分化精原細胞
において発現の変化する遺伝子を、RNA-Sequence 法または Microarray 法により網羅的
に探索する。③JMJD1C と結合するタンパク質を質量分析法などにより探索するなどの
方法によって解明が進むことが期待される。	 
	 野生型のマウスは生後 12-24 ヶ月の間で徐々に精子幹細胞の自己増殖能が低下し、妊

















通りである。マウス抗 Flag 抗体（Sigma）、ラビット抗 Calmegin 抗体 42、	 
マウス抗 Tublin 抗体（Oncogene）、ラビット抗 DDX4 抗体（Abcam）、マウス抗 PLZF 抗体
（Santa	 Cruz）、ラビット抗 H3S10ph 抗体（Millipore）、ラビット抗γH2AX 抗体（Cell	 
Signaling）、Tra98 抗体（Bio	 Academia）。各種のマウス抗ヒストン修飾抗体、抗 H3K9me1	 
(clone	 2F7a),	 抗 H3K9me2	 (clone	 6D11),	 抗 H3K9me3	 (clone	 2F3),	 抗 H3K4me1,	 抗
H3K4me2,	 抗 H3K4me3,	 抗 H3K27me1,	 抗 H3K27me2,	 抗 H3K27me3,	 抗 H3K6me1,	 抗




	 laemmli らの方法により SDS-PAGE を行った後に、タンク式ブロッティング装置
（Bio-Rad）を用いて PVDF メンブレンに 15V,1 時間ブロッティングを行った。メンブレ
ンを 5%スキムミルク/TBS-T により室温、1 時間ブロッキングを行った後、1 次抗体をブ
ロッキング溶液に希釈し、1 次抗体反応を 4℃で一晩振盪しながら行った。TBS-T によ
り 10 分間 3 回の洗浄を行った後、HRP 標識 2 次抗体をブロッキング溶液に希釈し、2 次
抗体反応を室温で 1 時間行った。TBS-T により 10 分間 3 回の洗浄を行った後、ECL	 Plus	 





	 摘出した各組織をブアン固定液により 4℃で一晩固定した。70%→90%→100%(×3 回)
のエタノール系列で組織を脱水し、ヒストクリアー(National	 Diagnostics)(×3 回)と
パラフィン(×3 回)の順に浸透した後に、パラフィンに包埋した。マイクロトームを用
いて 4µm の組織切片を作製し、ヘマトキシリン&エオシンまたは PAS-ヘマトキシリンに








回)→100%EtOH(×2 回)→90%EtOH→70%EtOH により脱パラフィンした後、10mM クエン酸
ナトリウム溶液(pH6.0)中で 105℃,	 5 分間の賦活化処理を行った。2%スキムミルク/TBS
で室温、30 分間のブロッキングを行った後、各 1 次抗体にて 4℃、一晩反応させた。
TBS-Tween20(0.1%)により 3 回洗浄を行った後、Alexa 標識した各 2 次抗体と
DAPI(10µg/ml)により室温、30 分間の染色を行った。TBS-T により 3 回洗浄を行った後、
VECTASHIELD	 (Vector)を用いて封入した。切片の観察を画像の取得は、カールツァイス	 
LSM700共焦点顕微鏡を用いて行った。蛍光強度の定量は ImafeJソフトウェアを用いた。	 




	 RNeasy	 Kit	 (Qiagen)を用いて精巣から Total	 RNA を抽出した後、SuperscriptⅢ	 
(Invitrogen)を用いて first-strand	 cDNA を合成した。SYBR	 Premix	 Ex	 Taq	 (Takara)
を用いて定量的 RT-PCR を行い、Step	 One	 Plus	 リアルタイム PCR システム	 (アプライ
 35 
ドバイオシステム)により検出した。定量的 PCR に用いた Primer は以下の通りである。	 
Jmjd1cの long	 variant と Short	 variant の両方を検出する Primers	 	 
2C-EX26F-2	 :	 TATGGGGTGAGAGCCTGCACTCTGA	 	 
2C-	 EX26R	 :	 GTACCTGGTGAAGTGTTCCTGCTGGC	 
Jmjd1cの long	 variant のみを検出する Primers	 
2C-EX2-F	 :	 CGTGGAATTTGATGACCTTG	 
2C-EX2-R	 :	 TCCTTTTGGCCCAGATTAAG	 
Jmjd1cの Short	 variant のみを検出する Primers	 
2C-EX1B-F	 :	 GCTTCAGCTGCAGGATTTCT	 
2C-	 EX1B-R	 :	 CAAGACCACAGAACGAAGCA	 
Gapdhを検出する Primers	 
Gapdh	 RT-PCR-F	 :	 CATCTTCTTGTGCAGTGCCA	 
Gapdh	 RT-PCR-R	 :	 CGTTGATGGCAACAATCTCC	 
	 
TUNEL 染色	 
	 4%パラホルムアルデヒド/PBS で固定した精巣のパラフィン切片を、in	 situ	 cell	 














	 Jmjd1c	 targeting	 vector は JmjC ドメインをコードする Exon24-27 を置換し欠損す
るようにデザインした（図 2-8）。C57/BL6	 BAC ライブライリーRPCI-23 のクローン 469P19
を鋳型として、PCR により 5’末端の 5.9kb ホモロジーアームと 3’末端の 1.5kb ホモ
ロジーアームを増幅した。そして、両フラグメントの間に IRES-ネオマイシン耐性遺伝




（ライン#51 と 53）を C57BL/6 系統の雌と掛け合わせ、Jmjd1c遺伝子欠損ヘテロマウ
スを得た。このマウスを引き続き C57BL/6 系統に戻し交配を行い、F3 世代のヘテロマ
ウス同士の交配によって、Jmjd1c遺伝子欠損ホモマウスを作製し解析に用いた。マウ
スのジェノタイピングは以下のプライマーを用いて PCR により行った。	 
Jmjd1c	 野生型アレル	 (	 PCR 産物:	 670bp)	 
2C-144121-F	 :	 AGTCCCCGCACT	 CAGGAGGCTGCTG	 
2C-144790-R	 :	 ATATACACTATGATACAGGAACAGC	 
Jmjd1c	 Mutant アレル	 (	 PCR 産物:	 500bp)	 
IN-60F	 :	 CGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGGGG	 








































































































LSD ファミリー Jumonji ファミリー
 39 
 
名前 別名 タンパク質構造 基質（ヒストン）
< LSD 脱メチル化酵素ファミリー > 
LSD1 AOF2, BHC110, 
KDM1A
H3K4me1, H3K4me2, H3K9me1, H3K9me2
LSD2 AOF1, KDM1B H3K4me1, H3K4me2




JMJD5 KDM8 H3K36me2 
JMJD4
JMJD6 PSR, PTDSR H3R2, H4R3
JMJD8
FBXL10 JHDM1B, KDM2B
H3K36me1, H3K36me2,  H3K4me3
FBXL11 JHDM1A, KDM2A H3K36me1, H3K36me2 
KIAA1718 JHDM1D H3K9me1, H3K9me2,  H3K27me1, H3K27me2










JMJD3 KDM6B H3K27me2, H3K27me3







JMJD2B JHDM3B, KDM4B H1.4K26me2, H1.4K26me3
JMJD2D JHDM3D, KDM4D H1.4K26me2, H1.4K26me3
JARID1B PLU1, KDM5B H3K4me2, H3K4me3
JARID1C SMCX, KDM5C H3K4me2, H3K4me3
JARID1D SMCY, KDM5D H3K4me2, H3K4me3
JARID1A RBP2, KDM5A H3K4me2, H3K4me3
JARID2
MINA



















































































































図 1-6 精巣の構造と精子形成 
(A) 精巣の構造。精細管が幾重にも折り重なった状態で、精巣に詰め込まれている。 
(B) 精巣切片の PAS-ヘマトキシリン染色像。精細管の断面がみられる。 
(C) 精細管の構造。精細管の基底膜に接して精原細胞が、その内側に精母細胞、さらに内腔
側に精子細胞がみられる。生殖細胞は全ての分化段階でセルトリ細胞の支持を受ける。 
(D) マウスの精子形成過程。1 つの未分化な精原細胞（As）から、体細胞分裂と減数分裂を 















































































































































1.2 JMJD1C ( 上のバンド )
JMJD1C ( 下のバンド )














Jmjd1c splicing long variant




































































A JMJD1C PLZF JMJD1C/PLZF/DAPI
C JMJD1C HSD3β JMJD1C/HSD3β/DAPI




























































































+/- -/- +/- -/-








































































































Stage Ⅱ-Ⅲ Stage Ⅴ
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赤 : Fe(2) 結合サイト , 　青 : aKG 結合サイト , グレイ : JMJD1 ファミリー特有のアミノ酸挿入配列
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